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It　has　been　shown　that　the　polyol　pathway　plays　an　important　role　in　the　progression　of　various
complications　of　diabetes　and　that　aldose　reductase　is　present　in　renal　tissues．　However，　the　exact
role　of　the　polyol　pathyway　in　the　progression　of　diabetic　nephropathy　remains　unknown．　ln　the
present　study，　we　administered　sorbinil，　an　aldose　reductase　inhibitor，　in　rats　with　STZ－diabetes　and
the　relationship　between　sorbitol　contents　in　renal　tissues　and　morphologic　and　functional　changes
in　glomeruli　was　evaluated．
　　STZ　（60　mg／kg）　was　intravenously　administered　to　8－week－old　male　rats，　and　those　with　fasting
blood　glucose　levels　of　250　mg／kg　and　over　were　selected　for　experiments．　Sorbinil　was　orally
administered　at　8　mg／kg／day．　Rats　were　treated　with　4　U／day　of　insulin　for　6　or　12　months．
Amounts　of　urinary　protein　were　determined．　Renal　tissues　were　subjected　to　morphological
examinations　and　renal　sorbitol　content　measurement．　Sorbitol　was　determined　using　a　new　HPLC
method．　After　PAS　staining，　renal　tissues　were　scored　from　1　to　5　according　to　the　width　of　the
mesanglum．
　　The　amount　of　urinary　protein　increased　significantly　in　the　diabetes　group　and　the　sorbinill
group　compared　to　the　healthy　control．　ln　the　diabetes　group，　the　sorbitol　content　in　renal　tissues
increased　more　than　3　times　compared　to　the　healthy　control　（33　nmol／wet　g）．In　the　sorbinil　group，
it　was　significantly　smaller　than　in　the　diabetes　group　and　comparable　to　that　in　the　healthy　control．
The　width　of　the　mesangium　increased　in　both　the　diabetes　group　and　the　sorbinil　group　compared
to　the　healthy　control．　No　consistent　pattern　was　noted　between　the　sorbitol　content　in　renal　tissues
and　the　width　of　the　mesangium．
　　The　sorbitol　content　in　renal　tissues　increased　significantly　in　diabetic　rats　but　was　significantly
reduced　by　administration　of　sorbinil．　However，　no　consistent　pattern　was　noted　between　the
sorbitol　content　in　renal　tissues　and　changes　in　urinary　protein　or　glomerular　basement　membrane，
suggesting　that　aldose　reductors　and　inhibitors　cannot　be　very　effective　therapy　for　diabetic
nephropathy．
（1993年10月6日受付，1993年10月18日受理）
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はじめに
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　糖尿病腎症の発症病因については様々なものが挙
げられているが，未だ解明されたとは言えない．代
表的な仮説を列挙すれば，
　1．糸球体血管内圧の上昇を伴う過剰濾過1）
　2．糸球体細胞の代謝異常，特にpolyol　pathway
の活性化による糸球体へのsorbito1の蓄積2）や非酵
素的Glycation3）
　3．インスリン様成長因子の作用増大4）
　4．遺伝子的素因5）
などが考えられている．
　近年ポリオール代謝経路の活性が糖尿病合併症の
病因として注目されてきた．すなわち糖尿病では高
血糖のため，組織内glucose濃度が上昇し，通常の
glucoseよりglucose　6－Pへ代謝される系以外に，
通常は3％程と推定されているglucoseよりsor－
bitolへ代謝する系（aldose　reductase）が10％程に
活性化される．しかしsorbitolよりfructoseへ代
謝する系（sorbitol　dehydrogenase）は活性が乏し
く，代謝経路を律速するため，組織中にはsorbitol
が蓄積する（図1）．この系の活性化による細胞の障
害は，組織内にsorbitolが蓄積するため浸透圧が上
昇する事により起きるという説6），ミオイノシトー
ルの減少や，Na＋／Ka＋ATPaseの活性の低下によ
り細胞障害を起こすという説7）などが考えられてい
る．
　最近，糖尿病神経障害の治療薬として，aldose
reductase　inhibitorであるepalrestatが商品化さ
れ，糖尿病性腎症8）9）への有用性も検討されつつあ
る．
　著者は，Streptozotocin（以下STZと略す）ラッ
トに強力なaldose　reductase　inhibitorであるsor－
binilを投与し，高速液体クロマトグラフィー（以下
HPLCと略す）による新しい測定法を用いて，腎組
織内sorbito1定量を行い，　aldose　reductase　in－
hibitorの腎sorbitol含量に与える影響と，糸球体
の形態学的変化の関連を検討した．
方 法
NADPH　NADP
第52巻第1号
NAD　NADHGlucose　e＝＝lll）　sorbitol－Fructose
／撫醐㌶
Glucose　6P
　t
Fructose　6P
　t
Sorbitol
dehydrogenase
　1．糖尿病ラットの作製
　8週令の雄性wistar　ratを実験に用いた．　STZ
（Sigma　chemical　co．　USA，）による糖尿病の誘発は
Junodlo）の方法に準じた．即ちcitrate　buffer（pH
Fructose　1．6　d，p
図1polyol　pathway
4．5）に10mg／mlの割合で溶解したSTZを60　mg／
kgで，一晩絶食したラットの尾静脈より静注して行
った．1週間後，空腹時血糖250mg／d1以上のラッ
トを糖尿病ラットとして実験に供した．ラットは以
後の実験期間中，動物にケトアシドーシスを発症さ
せない程度のpoor　controlを維持する目的で，　insu－
1in（Monotard　Human　Novo社）4単位を連日午
後5時に皮下注射した．
　2．ラットへのaldose　reductase　inhibitor
　　（ARI）の投与
　ARI剤としてはsorbinil（ファイザー社製）を用
いた．sorbinilは0．3％メチルセルロース液に懸濁
して，8mg／kg／日となるように調整し，胃ゾンデを
用いて連日1mlを注入した．全ての動物は6カ月或
いは12カ月飼育後，三下ボリックケイジを用い24
時間蓄尿して尿サンプルを得た後剖検した．動物は
ベントバルビタール麻酔下にて開腹後，剖検時ヘパ
リン加注射器にて可及的大量に採血，血液試料を得
た．腎は肉眼的に皮質のみを選択的に摘出し，形態
学的に検討及び腎皮質sorbitol含量測定に供した．
　動物は実験のために以下の8群に分けた．
　第1群：6カ月無処置正常群n＝12
　第2群：6カ月インスリン治療糖尿病群n＝26
　第3群：6カ月インスリン治療，メチルセルロース
　投与群n＝5
　第4群：6カ月インスリン治療，ソルビニール投与
　Mk　n＝25
　第5群：12カ月無処置正常群，n＝7
　第6群：12カ月インスリン治療糖尿病群n＝9
　第7群：12カ月インスリン治療，メチルセルロー
　ス投与群n＝7
　第8群：12カ月インスリン治療，ソルビニール投
　与群n＝5
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図2　腎糸球体pas染色像
　3．万華織内sorbito1含量の定量
　腎sorbitol含量測定は，すでに我々報告した方法
により行った11）．即ち，腎組織は湿重量を測定後6％
PCAでhomogenizeし，3000　rpm／10　min遠沈後，
上清を3M－K　2　CO　3十〇．5M－tri－ethanolamineに
て中和，再度遠沈後の上清をサンプルとした．サン
プルにNAD，さらにsorbitoldehydrogenase
（SDH）を添加し，室温下30分放置後，生成した
NADH量を逆層HPLC（日立社製）を用いて測定
した．Standardはシグマ社製sorbitolを用いた．
　4．腎組織の光顕的観察
　糖尿病罹病期間が12カ月メチルセルロース投与
群，インスリン治療群，ソルビニール投与インスリ
ン治療群，および対照群ラットにおいて剖検後，腎
糸球体を光顕にて観察した．
　腎組織はホルマリン固定した後，5μmに薄切し，
PAS染色標本を作製して観察した．各標本について
糸球体100個を観察し，メサンギウム基質の増加に
より，以下の5群に分類した（図2）．
　1．正常のメサンギウムの厚さ
　2．1と3の間
　3．正常の約2倍のメサンギウムの厚さ
　4．3と5の中間
　5．正常の約3倍のメサンギウムの厚さ
　観察は，著者と共同研究者が写真撮影した腎糸球
体についてat　randomに糸球体のメサンギウム基
質の増加を判断しスコア化して表現した．
5．腎組織の電顕的観察
Score　3
（×100）
　電顕用組織はKarnovsky固定液にて固定し，カ
コジル酸バッファーで洗浄後，1％オスミウム酸に
より1時間の固定を行い，アルコール系列で脱水し，
エポン812に包埋した。エポン包埋ブロックは，
Porter－Blumウルトラミクロトームにて超薄切片
を作製し，酢酸ウラニル及びクエン酸鉛の二重染色
を施行し，日立H7000透過型電子顕微鏡で観察した．
結 果
　1．動物のプロファイル（表1）
　6カ月群では体重は，対照群460±137gであり，
糖尿病群ではおおよそ270～320gと対照群に比べ
軽かった（P＜0．01）．血糖は対照群では118±50
mg／d1であり糖尿病群では330～500　mg／dl程と有
意に高値であった（p＜0．01）．尿量は，対照群では
4．5±4．Oml／日であり，糖尿病群では30～50　ml／日
と有意に増加していた（p＜0．01）．一日尿中蛋白排
泄量は，対照群では7．9±7．Omg／日であり糖尿病群
では，インスリン単独群にて30±15mg／日，インス
リン・メチルセルロース群では28±13mg／日，イン
スリン・ソルビニール群では26±13mg／日と糖尿病
群は対照群より有意に増加していたが（p＜0．05），
糖尿病冠詞間では有意な差をみなかった．
　12カ月群では体重は，対照群396±13gであり，
糖尿病群ではおおよそ270～320gと対照群に比べ
て有意に軽かった（P〈0．01）．
（3）
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表1動物のプロファイル 尿
n 体重9 血糖mg／dl量ml蛋白mg／日
6カ月
ｳ　常　群 12460±137118±504．5±4．07．9±7．0
6カ月
Cンスリン群 26320±42379±16541±34 30±15
6カ月
Cンスリン十メチルセルロース群 5 306±47505±13534±31 28±13
6カ月
Cンスリン十ソルビニール群 25271±53333±13347±36 26±13
12カ月
ｳ　常　群 7 396±13 59±17 4．1±2．1 23±13
12カ月
Cンスリン群 9 317±38246±68 26±15 29±23
12カ月
Cンスリン十メチルセルロース群 7 276±38258±89 51±41 37±13
12カ月
Cンスリン十ソルビニール群 5 298±44115±254．！±0．7 14±8
　尿量は，対照群4．1±2．1ml／日に比べて糖尿病群
では多い傾向をみたが，6カ月ラットに比べ少しば
らつきが大きかった．蛋白尿は，対照群23±13mg／
日に比べてインスリン単独投与群29±24mg／日，イ
ンスリン・メチルセルロース群37±13mg／日，ソル
ビニール投与群14±8mg／日と大きな差を見なかっ
た．
　2．腎組織球sorbitol含量（表2）
　sorbitol含量は6カ月では正常対照群で33±14　n
mole／g　wet　weightであったのに対して，インスリ
ンあるいはインスリン・メチルセルロースを投与し
た群では115～118nmol／g　wet　weightと3倍以上
であり有意の高値（P〈0．01）を示した．ソルビニー
ル投与群では61±39nmole／g　wet　weightとコン
トロールの2倍以内の上昇であり有意の差を見なか
ったが，インスリン単独投与群に比べて有意の低下
（P＜0．05）を示した．
　12カ月投与群では，正常対照群で58±16nmole／
gwet　weightであったのに対して，インスリン投与
群，インスリン・メチルセルロース投与群では
196～270nmole／g　wet　weightと3倍以上の有意の
高値を示した（p＜0．05）．ソルビニール投与群では
59±15nmole／g　wet　weightと略正常対照群と同一
の値であり，インスリン単独，あるいはメチルセル
ロース投与群に比べて有意に低い値を示した（p＜
O．05）．
表2　腎組織中Sorbitol含量
n ソルビトール獅高盾撃?／wet　g
6カ月
ｳ常群 12 33±14
6カ月
Cンスリン群 26 118±93
6カ月
Cンスリン十メチルセルロース群 5 115±68
6カ月
Cンスリン十ソルビニール群 25 62±39
12カ月
ｳ常群 7 58±16
12カ月
Cンスリン群 9 196±70
12カ月
Cンスリン十メチルセルロース群 7 271±149
12カ月
Cンスリン十ソルビニール群 5 59±15
　3．光顕的検討
　腎糸球体メサンギウム基質の増加の程度は，方法
に述べたごとくスコア化し，平均値で表現した．著
者と共同研究者それぞれの測定結果を記すと，対照
群，1．49±0．37，1．55±0．39，インスリン・メチル
セルu一ス投与群1．71±0．43，1．82±0．48，インス
リン・ソルビニール投与群，2．02±0．38，1．99±O．44
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図3　腎糸球体電顕像
であり，インスリン・ソルビニール投与群でメサン
ギウム基質の増加する傾向であった．
　4．電顕的検討
　光顕にてメサンギウム基質の増加の程度の分類に
対応した．糸球体の電顕像を図3に示した．光顕と
同様にてメサンギウム基質の増加が推測される像で
あった．
　5．腎組織sorbitol含量と一日尿蛋白排泄量
　6カ月ラットについて，対照群，糖尿病群（インス
リン単独投与群，インスリンとメチルセルロース投
与群，インスリンとソルビニール投与群）の成績を
図4に示した．尿蛋白排泄量は，糖尿病群では対照
群に比べて約3倍の排泄量をみた．尿量も約10倍と
なる成績であるが，腎組織sorbito1含量と尿蛋白排
泄量の間に，一定の関係はみられなかった．
　6．腎組織sorbitol含量と腎スコアの関連
　腎スコアはコントロール群では低額を示し，sor－
bitol含量も少ない成績であった．糖尿病群ではイン
スリン・メチルセルロース投与群ではスコアの上昇
とともにsorbitol含量の増加がみられたが，インス
リン・ソルビニール投与群では，腎sorbito1含量は
低値であったものの，スコアは4例ともに高値であ
た（図5）．
　7．腎スコアと一日尿蛋白排泄量
　一日尿蛋白排泄量と腎スコアの問には一定の関係
はみられなかった（図6）．
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図4　腎組織Sorbito1含量と一日尿蛋白排泄量の
　　相関
考 察
　従来の糖尿病腎症ラットの糖尿病罹病期間をみる
と4～8週12）と短期間であり，腎合併症の出現をみ
るには短期間過ぎると考えた．そこで著者らの実験
に供した糖尿病ラットは6カ月或は12カ月と長期
に糖尿病状態においた動物を用いた．経過中は4U／
（5）
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図7HPLCにより分画したNADHの蛍光
日のインスリン投与にて糖尿病昏睡を防止し，長期
飼育した成績である．ラットにおける糖尿病性腎症
は罹病9カ月位より光顕にて指摘されており13），今
回はSTZ糖尿病ラットに，最長1年間にわたり
aldose　reductase　inhibitorであるsorbinilを投与
し，腎組織内sorbitol含量を形態学的変化と併せて
検討した．
　著者は腎のsorbitol含量を三輪ら11）の開発した
新しい方法を用いて測定した．一般的に組織内の
sorbitol含量は雨宮らの報告14）に準じて行われてき
た．しかし従来の方法では神経や赤血球などでは非
特異的蛍光が少なく，組織内含量測定に耐え得るが，
肝や腎などでは非特異的な蛍光が多いために問題が
ある．著者らはsorbitol　dehydrogenaseにより
sorbitolよりfructoseが産生する過程で，補酵素と
して働くNADより産生されるNADHの蛍光を図1
HPLCにて分離測定することにより，より正確に腎
sorbito1含量を測定し得る方法を開発して定量に用
いた（図7）．
　三輪らの方法により測定した6カ月ラットの腎
sorbito1含量は，正常群で，33±14　n　mol／g　wet
weightに対し，糖尿病群では118±93　n　mol／wet
weightと高値であった．　BB／Wラットを用いた渡
辺ら12）の報告では，正常糖尿病ラットで254±25n
mol／g　wet　weightに対して，高血糖ラットで479±
79nmol／g　wet　weightであり，渡辺らの報告が著
者らの成績より高い含量を示した事は，渡辺らの測
定では非特異的な蛍光を除外しなかった事によると
考えられ，著者の成績がより正確な測定であったと
考えられる．著者らの成績では12カ月正常ラットで
は，58±16nmol／g　wet　weightと6カ月正常ラッ
トに比べて増加しており，加齢がsorbitol含量の増
（6）
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加を引き起こすことも推定された．
　糖尿病ラットにsorbitolを投与した腎sorbitol
含量は，sorbinil非投与糖尿病ラットに比べて，6カ
月ラットで約1／2，12カ月ラットでは約1／4に低下
する成績であった．6カ月ラットにては両群間で剖
検時の血糖に有意の差がないにもかかわらず　sor－
bitol含量は有意に低下していた．すなわちsorbinil
は腎のsorbitol含量を有意に低下させることが示
され，腎のaldose　reductase活性の存在を確認する
成績であった．
　腎症を伴う糖尿病ラット一日尿蛋白排泄量は40
mg／日位と報告されており15），我々のメタボリック
ケージを用いて測定した成績とほぼ同様のものであ
った．一日尿蛋白排泄量と腎組織sorbitol含量との
関連では，sorbinil投与ラットを含む成績で評価し
たが，一定の傾向を見ずsorbinilによりaldose
reductase活性を抑制してsorbitol含量を低下させ
ても，蛋白尿抑制効果は得られていない．この事は
Barbaraなどが16｝7カ月ラットにおいてARI剤
（Statil）を投与して報告した成績と一致するもので
あった．
　形態学的観察においてはメサンギウム基質の増加
の程度を光顕にて観察したが，基質の増加の程度は
sorbinil投与にても改善し得なかった．　STZ糖尿病
ラットの光顕でのメサンギウム基質の増加は6カ月
程で認められており17），今回の著者らの検討は12カ
月糖尿病状態での飼育した成績であり，糖尿病罹病
期間としては十分と考えられたが，sorbinilは形態
学的変化を改善し得なかった．
　電顕学的観察ではsorbinilを投与すると糸球体基
底膜の肥厚を抑制する16），という報告もあるが，著者
の成績は光顕と同様に良い結果が得られていない．
　近年臨床的に，糖尿病性腎症にARI剤を用い，腎
症の進展に対する効果をみているが，著者の成績で
は，腎sorbitol含量の低下をみたが機能的にも形態
学的にも良い結果は得られなかった．腎の糸球体に
もaldose　reductase活性のある事は知られている
が17），最近八木橋ら18）はAR活性は免疫組織化学的
検討より糸球体よりも，腎の髄質，ヘレン上行脚に
強くみており，この事がsorbitol含量と形態学的変
化の間に差をみせる原因となった可能性も考えられ
た．
結 語
　1．HPLCを併用した，新しい測定法による腎ソ
ルビトール含量は，正常群で33nmol／g　wet　weight
程であった．
　2．糖尿病ラットでは，腎sorbitol含量は高値を
示し，ARI剤を投与すると，含量の十分な低下をみ
た．
　3．腎ソルビトール含量と，糸球体の形態学的変化
の間には一定の傾向をみなかった．
　4．腎ソルビトール含量と蛋白排泄量の間には，一
定の傾向をみなかった．
　5．ARI剤は糖尿病腎症の，画期的治療法とはな
りえない可能性が示唆された．
　本論文の要旨の一部は，第31回日本糖尿病学会，
第13回国際糖尿病学会（Sydney）にて発表した．
　稿を終えるにあたりご指導，ご校閲を賜りました
恩師伊藤久雄教授，また金澤真雄博士に深甚なる謝
意を捧げます．さらに御教示と御助言を頂いた高橋
芳洋博士，並びに，当講座実験助手野本さい子嬢に
心より感謝申し上げます．
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